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荧光 定量 PCR 检测 家 蛋 核 型 多 角 体 病毒 
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Detection of proliferation of Bombyx mori nucleopolyhedrovirus in its host by 


fluorescence quantitative PCR 

YAO Qin'[] GAO Lu" [] CHEN Ke-Ping' ' [] HU Zhi-Gang'] 1. Institute of Life Sciences[] Jiangsu University[] Zhenjiang 
Jiangsu 2120130 China[] 2. School of Medical Technology[] Jiangsu University[] Zhenjiang[] Jiangsu 212001[] China[] 
АЪѕігас To investigate the proliferation of Bombyx mori nucleopolyhedrovirud] BmNPV[] in its host[] the 5th instar 
larvae of the susceptible silkworm strain 306 were orally administered with determinate dose of BmNPV. After oral 
ingestior | midgut[] haemolymph and fat body tissues were collected at different time to extract DNA. Fluorescence 
quantitative PCR amplification of BmNPV DNA polymerase gend] dnapol[]was used to detect copy number of BmNPV[] 
and each sample was normalized using silkworm cytoplasm actin A3. The results showed that BmNPV could be detected 
in the midgut 2 hours post infection. BmNPV could be detected in the haemolymph and fat body 12 hours post infection. 
Through a latent period of 12 hours[] rapid proliferation of virus was detected in the midgut[] haemolymph and fat body. 
The proliferation of BmNPV entered a stationary phase 84 hours post infection. 

Key words[] Bombyx mori[] nuclear polyhedrosis virus] DNA polymerase gene[] actin. gene[] proliferation[] fluorescence 
quantitative PCR 
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2 结果 与 分 析 
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Fig. 1 Normal PCR analysis 
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Fig. 2 The melting curve of fluorescence quantitative PCR 
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图 3 已 知 BmNPV dnapol 基因 拷贝 数 时 所 绘制 的 标准 曲线 
Fig. 3 Linear standard curve with known copies of 
BmNPV dnapol 
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Р 4  pBmNPV- dnapol 标准 品 荧光 定量 PCR 后 
产物 的 1 % 琼脂 糖 凝 胶 分析 
Fig. 4 1% agarose analysis of products of fluorescence 


quantitative PCR with pBmNPV- dnapol as the template 


可 在 中 肠 中 被 检测 到 ;接种 后 12 h, 在 血 淋 巴 和 脂肪 
体 中 已 经 可 以 检测 到 病毒 ,显示 出 病毒 粒子 在 中 肠 
内 完成 了 一 个 复制 周期 ,并 且 以 出 芽 型 病毒 (budded 
virus，BV) 的 形式 侵 染 血 淋 巴 和 脂肪 体 ;再 经 过 大 约 
12 h 的 潜伏 期 , 即 BmNPV 感染 24 h 后 ,病毒 在 中 
肠 、 血 淋巴 和 脂肪 体 组 织 中 均 出 现 了 快速 增长 ,其 中 
血 淋 巴 中 病毒 复制 最 快 ; 

大 约 在 感染 72 h 后 ,病毒 的 增长 在 3 种 组 织 中 均 进 
入 了 平台 期 , 血 淋 巴 中 平台 期 出 现 稍 早 ,此 期 间 病毒 
DNA 复制 基本 结束 ,主要 实现 病毒 外 壳 蛋 白 的 组 
装 。 通 过 显微镜 观测 ,感染 后 84 h, 在 血 淋 巴 细胞 中 
可 以 观测 到 病毒 多 角 体 (图 6)。 病 毒 感 染 后 96 h, 
看 体 体 节 肿 胀 , 体 表 有 水 渍 斑 , 血液 乳白 色 , 血 淋巴 

1010. 一 - 血 淋 巴 Haemolymph 


108 — i1 Midgut 
б — 脂肪 体 Fat body 
10 
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Virus copies/actin АЗ 
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细胞 崩 解 , 血液 中 充满 病毒 多 角 体 (图 7)。 到 120 
h, 留 下 作为 观察 的 看 全 部 死亡 。 
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图 6 YF 84 h 后 血 淋 巴 中 含有 包含 体 的 血细胞 
Fig. 6 Blood cell containing occlusion bodies 


at 84 hours post infection 





图 7 染 毒 %6 h Fš OB ZE 


Fig. 7 Grasserie broke out at 96 hours post infection 


з 讨论 


家 乔 核 型 多 角 体 病毒 是 危害 蛋 业 的 主要 病毒 之 
一 。 近 年 来 随 着 重组 病毒 以 及 СЕР 荧光 报告 基因 的 
应 用 ,人 们 已 经 对 各 种 核 型 多 角 体 病毒 在 其 宿主 体 
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感染 后 小 时 数 Hours post infection 


图 5 BmNPV 在 家 符 中 肠 、 脂 肪 体 和 血 淋 巴 中 的 扩 增 曲线 
Fig. 5 Multiplication curves of BmNPV in the midgut, fat body and haemolymph of Bombyx mori 
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